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Eutrofikacija vodnih tijela jedan je od vrlo izazovnih ekoloških problema u svijetu. Glavni 
čimbenici koji utječu na eutrofikaciju vode uključuju obogaćivanje hranjivim tvarima (dušikom 
i fosforom), zatim hidrodinamiku, okolišne čimbenike poput temperature, slanosti, ugljičnog 
dioksida, ravnoteže elemenata i dr., kao i mikrobnu i biološku raznolikost. Pojava eutrofikacije 
vode je složena funkcija svih mogućih utjecajnih čimbenika. Iz tog razloga, maksimalna 
koncentracija dušika (N) i fosfora (P) u vodama za ispust u okoliš definirana je zakonom 
(Pravilnik, 2013). 
Biološko uklanjanje P iz otpadnih voda temelji se na aktivnosti fosfat akumulirajućih 
organizama (PAOs, engl. Phosphate Accumulating Organisms), koji u anaerobnim uvjetima 
uzimaju lakorazgradive organske sastojke iz otpadne vode i pohranjuju ih u obliku 
polihidroksialkanoata (PHAs, engl. Polyhydroxyalkanoates), a u aerobnom uvjetu koriste 
PHAs za generiranje energije potrebne za unos P, koji se u aerobnom uvjetu unosi puno više 
nego li se otpušta u anaerobnom uvjetu (engl. Luxury uptake). 
Denitrificirajući fosfat akumulirajući organizmi (DPAOs, engl. Denitrifying Phosphate 
Accumulating Organisms), frakcija PAOs, mogu unositi P u stanice pri anoksičnim uvjetima 
(Kuba, 1993; Hu i sur., 2002; Zhou i sur., 2010), koristeći nitrate (NO3-N) ili nitrite (NO2-N) 
kao elektron akceptore i tako provoditi uklanjanje i N i P. Denitrificirajuća defosfatacija u 
odnosu na konvencionalni EBPR proces rezultira manjim generiranjem mulja, a provođenje 
procesa u anoksičnim uvjetima rezultira smanjenjem troškova za aeraciju. Za DPAOs je 
istaknuto da mogu koristiti i kisik kao akceptor elektrona (Hu i sur., 2002). 
Kako i denitrifikacija i proces unosa P zahtijevaju organske sastojke, postoji kompeticija za 
organskim sastojcima između PAOs i dušik uklanjajućih organizama. 
Nitrit se u procesu biološkog uklanjanja N pojavljuje kao intermedijer i u procesu nitrifikacije  
(oksidacija amonijaka do nitrita, koji se dalje oksidira do nitrata), i u procesu denitirifikacije 
(redukcija nitrata u četiri koraka: NO3-N → NO2-N → NO → N2O → N2), (Tchobanoglous i 
sur., 2004).  
Učinkovitost biološkog procesa uklanjanja hranjivih tvari (N i P) ovisi o nizu čimbenika, poput 
dostupnosti izvora ugljika i elektron akceptora (Smolders i sur., 1994; Pijuan i sur., 2005). 
Doprinos stjecanju spoznaja o biološkom procesu uklanjanja P i N pri niskoj koncentraciji 
otopljenog kisika je ovaj rad s ciljem određivanja učinka omjera KPK/P i N/P pri DO < 1 mg 
L-1  na učinkovitost uklanjanja C, N i P. 
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2. TEORIJSKI DIO 
Proces biološkog uklanjanja hranjivih tvari iz otpadne vode (BNR, engl. Biological nutrient 
removal) predstavlja ekonomičnu i održivu tehnologiju istovremenog uklanjanja N i P.  
U provođenju procesa jedan od ključnih čimbenika je dostupnost raspoloživih elektron donora 
za proces denitrifikacije i energije za napredno biološko uklanjanje fosfora (EBPR, engl. 
Enhanced Biological Phosphorus Removal), kao i prisutnost elektron akceptora za unos P. 
Acetat je učinkoviti izvor ugljika i za denitrifikaciju i za EBPR proces (Peng i sur., 2007; Li i 
sur., 2008), dok u anoksičnom P unosu nitrat (NO3-N) i nitrit (NO2-N) su akceptori elektrona 
(Kuba, 1993; Hu i sur., 2002; Zhou i sur., 2010). 
 
2.1. BIOLOŠKO UKLANJANJE FOSFORA 
Biološko uklanjanje fosfora iz otpadne vode temelji se na aktivnosti PAOs prisutnih u aktivnom 
mulju. Odvođenjem viška mulja iz sustava s PAOs u kojima je unutarstanično pospremljen 
fosfat u obliku polifosfata (poliP) uklanja se fosfor iz otpadne vode (Mino i sur., 1998; Seviouri 
sur., 2003). Metabolizam PAOs prikazan je slikom 1. 
 
 
Slika 1. Metabolizam PAOs u anaerobnim i aerobnim/anoksičnim uvjetima (Yuan i sur., 2012). 
 
U anaerobnoj fazi (Slika 1) PAOs koriste lakorazgradive organske izvore ugljika iz vodenog 
medija te ih unutarstanično skladište u obliku polihidroksialkanoata (PHA, engl. 
Polyhydroxyalkanoate) (Wang i sur., 2009).  
Energija za ovaj proces dobivena je hidrolizom intracelularnog polifosfata i glikolizom 
glikogena uslijed čega mikoorganizmi otpuštaju ortofosfat iz stanice u okolnu otopinu (Lee i 
sur., 2001; Tchobanoglous i sur., 2004).  
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U aerobnim uvjetima PAOs troše skladištene PHA kao izvor energije za unos ortofosfata u 
stanicu i njegovo pospremanje u obliku polifosfata, za obnavljanje zaliha glikogena, i za 
stanični rast (Wei i sur., 2014). U aerobnim uvjetima akceptor elektrona je kisik, a u anoksičnim 
uvjetima NO2-N i/ili NO3-N. 
Glavna razlika između aerobnog i anoksičnog unosa fosfata je da PAOs za formiranje ATP u 
anoksičnim uvjetima koriste nitrat ili nitrit. Ostatak metabolizma PAOs u aerobnim i 
anoksičnim uvjetima je isti. Međutim, u anoksičnim uvjetima se formira oko 40 % manje ATP 
po količini NADH2, nego u aerobnim uvjetima, a nizak omjer ATP/NADH2 u konačnici znači 
manju proizvodnju biomase u anoksičnim uvjetima. 
Istraživanja su pokazala da je bilanca anaerobnog otpuštanja PO4-P manja od aerobnog unosa 
PO4-P u stanice PAOs. Postotak unutarstaničnog poliP gotovo je tri puta veći u aerobnim, nego 
u anaerobnim uvjetima (Saia i sur., 2017).  
PAOs su sposobni akumulirati P u koncentracijama većim od staničnih potreba za rast. 
Organizmi prisutni u „običnom“ aktivnom mulju mogu akumulirati približno 2 % fosfora u 
suhoj biomasi, a EBPR organizmi mogu akumulirati 4-8 % fosfata (Gebremariam i sur., 2011). 
Ukupno uklanjanje fosfora se postiže uklanjanjem viška aktivnog mulja koji je bogat poliP 
(Kuba i sur., 1993; Hu i sur., 2002; Tchobanoglous i sur., 2004; Zhou i sur., 2010). 
PoliP je polimer koji se sastoji od lanca fosfata i kationa koji održavaju ravnotežu, kationa poput 
vodika, magnezija, kalija, kalcija (Gu i sur., 2005). Pokazano je da su dužina, oblik i kationi 
koji povezuju različite frakcije polifosfata ovisne o konfiguraciji EBPR procesa i količini nitrata 
vraćenih u anaerobnu fazu (Lockwood i sur., 1900; Lindrea i sur., 1994). Primjerice 
dugolančani polifosfati povezani su sa stabilnijom izvedbom s manje recikliranih nitrata 
(Lindrea i sur., 1994). Sva ta zapažanja ukazuju na to da struktura i sastav poliP mogu varirati 
između različitih EBPR sustava i mogu utjecati na izvedbu uklanjanja fosfata. 
2.2.  BIOLOŠKO UKLANJANJE DUŠIKA 
Biološko uklanjanje dušika provodi se kombinacijom procesa nitrifikacije i denitirifikacije. 
Nitrifikaciju provode autotrofni i heterotrofni mikroorganizmi. Autotrofni mikrorganizmi 
koriste CO2 kao izvor ugljika, a energiju dobivaju oksidacijom amonijaka u nitrite, te nitrita u 
nitrate, dok heterotrofni potrebe za ugljikom i energijom zadovoljavaju iz istog organskog 















Slika 2. Ciklus kruženja dušika, prilagođeno iz Henze i sur., (2008). 
 
Za oksidaciju amonijaka u nitrite potrebno je 3,43 mg O2 mg
-1 N, a za oksidaciju nitrita u nitrate 
1,1 mg O2 mg
-1 N (Henze i sur., 2008). Za denitrifikaciju 1 mg NO3
- u anoksičnoj zoni potrebno 
je 8,6 mg KPK (Henze i sur., 2008). 
 
2.3. MIKROORGANIZMI U UKLANJANJU N I P 
2.3.1. PAOs 
Većina istraživanja aktivnosti PAOs u aktivnom mulju provođena su u laboratorijskom mjerilu 
ili pilot postrojenjima (Oehmen i sur., 2007; Muszyński i sur., 2013).  
U laboratorijskom mjerilu uglavnom se koristi acetat kao jedini izvor ugljika te tada dominira 
„Candidatus Accumulibacter phosphatis“ (Lu i sur., 2006). Ova skupina PAOs može imati 
važnu ulogu u postrojenjima za obradu otpadne vode (full-scale) gdje čine 5-22 % biomase 
(Kong i sur., 2005a). U postrojenjima za obradu otpadne vode u velikom broju (25-35 %) 
pronađeni su pripadnici roda Tetrasphaera (Kong i sur., 2005b; McIlroy i sur., 2010; Nguyen i 
sur., 2011). U pilot postrojenjima rod Tetrasphaera prisutan je u malim količinama ili se uopće 
ne nalazi u aktivnom mulju (Keene i sur., 2017). 
Istraživanja provedena na trideset danskih postrojenja za obradu otpadne vode (Slika 3) 
dokazala su kako Candidatus Halomonas phosphatis čine 0,5-5,7 % mikrobne biomase što je 
najčešće veći udio od Accumulibacter (Nguyen i sur., 2012). 
Uzorci s postrojenja za obradu otpadne vode sadrže 30 % PAOs u ukupnom aktivnom mulju 




Slika 3. Relativni broj PAOs u aktivnom mulju s uređaja za obradu otpadne vode iz 12 zemalja 
s 5 kontinenata. Prosječne vrijednosti za svaku zemlju, osim Danske, su temeljene na 3-9 
uzoraka uzetih s 2-4 EBPR uređaja, sakupljeni tijekom 2011.-2014. godine (Nielsen i sur., 
2019). 
 
Istraživanja dinamike mikrobne populacije u aktivnom mulju u postrojenjima za pročišćavanje 
otpadnih voda tijekom dvogodišnjeg razdoblja pokazala su da su varijacije mikrobe zajednice 
posljedica različite bakterijske fiziologije i afiniteta prema različitim supstratima (Muszyński i 
sur., 2015). Tako, Tetrasphaera može koristiti raznovrsnije supstrate kao što su aminokiseline 
i glukoza u anaerobnim i aerobnim uvjetima (Kong i sur., 2005b), a neki pripadnici ovog roda 
mogu koristiti i glutamat i acetat u anaerobnim uvjetima (Nguyen i sur., 2011).  
Accumulibacter primarno kao supstrat koristi lakohlapive masne kiseline (acetat i propionat) i 
u manjoj mjeri aminokiseline (Kristiansen i sur., 2013). 
Halomonas mogu koristi samo supstrate s niskom molekulskom masom kao što su acetat, 
propionat i etanol (Nguyen i sur., 2012). 
Važan čimbenik koji utječe na PAOs je omjer ugljika i fosfora, a nizak omjer KPK/P potiče 
rast PAOs u flokulama i granulama u laboratorijskim uvjetima (Kong i sur., 2002; Muszyński 
i sur., 2015). Neka postrojenja sadrže i veće udjele rodova Dechloromonas i Tessaracoccus. 
Istaknuto je da se do danas jedino rodovi Tetrasphaera i Accumulibacter konstantno pronalaze 






Denitrificirajući fosfor akumulirajući organizmi (DPAOs, engl. Denitrifying Phosphorus 
Accumulating Organisms) imaju potencijal istovremenog uklanjanja dušika i uzimanja fosfora 
iz otpadne vode (Ahn i sur., 2002; Freitas i sur., 2005; Baeza i sur., 2014). DPAOs imaju 
sposobnost korištenja nitrata ili nitrita kao elektron akceptora, umjesto kisika, odnosno 
uklanjanja dušika i fosfora iz otpadnih voda izmjenom anaerobnih i anoksičnih uvjeta.  
Kuba i sur. (1996) sugeriraju da DPAOs moraju biti izloženi NO3--N kako bi se potaknuo 
denitrificirajući biokemijski put proizvodnjom potrebnih enzima (nitrat reduktaza). U uvjetima 
bez uklanjanja dušika enzim  nitrat reduktaza je prisutan u ograničenim količinama. Za razliku 
od kompleksa enzima odgovornih za oksidativnu fosforilaciju kojima je krajnji akceptor 
elektrona kisik koji su uvijek prisutni, što ukazuje na to da je aktivnost DPAOs inducirana  
izlaganjem mulja anoksičnim uvjetima. 
Kinetika i stehiometrija DPAOs je uglavnom istraživana pri anoksičnim uvjetima s nitratom 
kao akceptorom elektrona i određivani su uvjeti koji stimuliraju rast PAOs u anoksičnim 
uvjetima. Rezultati pokazuju da u sustavu biološkog uklanjanja nutrijenata aktivnim muljem 
PAOs mogu koristiti nitrat kao elektron akceptor umjesto kisika, ali rast PAOs u anoksičnim 
uvjetima je za 70 % manji u odnosu na aerobne uvjete. Nadalje, rezultati tog istraživanja 
ukazuju da je značajan čimbenik pojavljivanja DPAOs i anoksičnog unosa P opterećenje s 
nitratom koje treba biti dovoljno veliko odnosno premašiti denitrifikacijski potencijal 
potencijalnih uobičajenih heterotrofnih organizama (OHO, engl. Ordinary Heterotrophic 
Organisms) odnosno ne-PAOs organizama kako bi i DPAOs u suvišku prisutnog NO3-N imali 
priliku razviti se u sustavu. Ostali čimbenici koji imaju učinak na DPAOs u sustavu su aerobna 
frakcija procesa, slijed reakcija u reaktoru, frekvencija izmjena aerobne i anaerobne faze 
procesa (Hu i sur., 2002). Prema Hu i sur. (2002) PAOs se mogu podijeliti u dvije skupine: (i) 
aerobni PAOs koji koriste samo kisik kao elektron akceptore, i (ii) denitrificirajući PAOs 
(DPAOs) koji mogu korisiti i kisik i nitrat kao elektron akceptore. 
Carvalho i sur. (2007) u procesu anaerobno-anoksične konfiguracije s nitratom kao akceptorom 
elektrona i acetatom kao donorom elektrona su pokazali da dolazi do progresivnog smanjenja 
učinkovitosti uklanjanja P zbog limitacije glikogena ili inhibicije nitritom. No, uklanjanje P uz 
nitrit moguće je provoditi sa vrijednostima koncentracije nitrita puno većim od onih koje su 





„Candidatus accumulibacter phosphatis“, dominantna bakterija u EBPR sustavu, se može 
podijeliti u dvije skupine, svaka s nekoliko razreda s različitim sposobnostima denitrifikacije 
(Flowers i sur., 2009). Nađeno je da skupina IA može reducirati nitrat i unositi P , dok IIA ne 
može koristiti nitrat, nego nitrit. 
 
2.3.3. GAOs 
Glikogen akumulirajući organizmi (GAOs, engl. Glycogen Accumulating Organisms) izravno 
konkuriraju PAOs vrstama jer poput PAOs uzimaju organski suspstrat, ali ne uklanjaju 
(akumuliraju) fosfat te ih to čini nepoželjnim u ovim sustavima (Oehmen i sur., 2007). Kultura 
obogaćena GAOs ima mogućnost denitrifikacije međutim konačni proizvod denitrifikacije je 
dušikov oksid koji se smatra nepoželjnim stakleničkim plinom (Zeng i sur., 2003), što bi moglo 
predstavljati problem ukoliko GAOs prevladaju u aktivnom mulju.  
Trenutno su prihvaćene dvije skupine GAOs: gamaproteobakterijska Candidatus 
Competibacter phosphatis i alfaproteobakterijski Defluviicoccus vanus koje povećavaju broj 
mikroorganizama koji sudjeluju u EBPR i čine ga kompleksnijim za istraživanje odnosno 
postavljanje modela (Oehmen i sur., 2010).  
Istraživanja u laboratorijskom mjerilu su pokazala kako temperatura oko 30 °C pogoduje GAOs 
nad PAOs (López-Vázquez i sur., 2009a). Međutim, novija istraživanja su pokazala kako je ova 
pretpostavka netočna, EBPR procesi u velikom mjerilu dobro funkcioniraju na temperaturama 
od 28 °C do 32 °C (Ong i sur., 2014; Cokro i sur., 2017; Qiu i sur., 2019).  
Prisutnost GAOs u procesima laboratorijskog mjerila dokazan je kao potencijalno štetan za 
normalno odvijanje EBPR procesa. Međutim još nije dokumentiran takav slučaj u velikom 
mjerilu (Nielsen i sur., 2019). Iako ne postoje dokazi koji bi sugerirali da su GAOs odgovorni 
za ometanje procesa biološkog uklanjanja fosfora i dalje postoji mogućnost njihove prisutnosti 
u većem udjelu aktivnog mulja što može utjecati na potrošnju izvora ugljika i hranjivih tvari. 
 
2.3.4. Mikroorganizmi u uklanjanju fosfora u konfiguraciji procesa anaerobno/aerobni uvjeti 
(A/O) i anaerobno/anoksični uvjeti (A/A) 
Još uvijek nije jasno jesu li isti organizmi odgovorni za uklanjanje fosfora u aerobnim i 
anoksičnim uvjetima (Lv i sur., 2014). 
Pretpostavlja se da su DPAOs isti organizmi kao PAOs samo pri različitim uvjetima pokazuju 
različite aktivnosti (Wachtmeister i sur., 1997; Zeng i sur., 2003).  
Stoga je istražena i uspoređena prisutnost mikroorganizama u konfiguraciji procesa pri 





Slika 4. Udio razreda i koljena Proteobacteria određenih pomoću Global Alignment for 
Sequence Taxonomy (GAST), u uzorcima aktivnog mulja 9., 35., 55. i 76. dana rada SBR 
sustava u konfiguraciji anaerobno/aerobni (A-O) i anaerobno/anoksični (A-A) uvjeti (Lv i sur., 
2014). 
 
Rezultati tog istraživanja (Lv i sur., 2014), (Slika 4) su slijedeći: 
o Proteobacteria je najzastupljenije koljeno u svim uzorcima i čini od 65,8 % do 91,8 % 
ukupne bakterijske sekvence.  
o Ostala dominantna koljena su Chloroflexi (1,27–5,54 %, prosječno 3,20 %), Chlorobi 
(0,47-5,27 %, prosječno 3,16 %), Bakteroideti (0,97–7,64 %, prosječno 2,89 %) i 
Actinobacteria (0,16–11,4 %, prosječno 2,64 %), dok su Firmicutes (1,97 %), 
Acidobacteria (1,16 %) i Verrucomicrobia (1,15 %) prosječno prisutnu u manjem udjelu. 
o Acidobacteria, Actinobacteria i Verrucomicrobia predstavljaju glavne skupine (koljena) u 
aktivnom mulju anaerobno/aerobnih uvjeta dok se u anaerobno/anoksičnim uvjetima 
nalaze u vrlo niskom udjelu od 0,09 %, 0,24 % i 0,12 % (prosječno). 
o Unutar koljena Proteobacteria najzastupljeniji razred u svih devet uzoraka je 
Betaproteobacteria zatim Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria i 
Deltaproteobacteria. 
o U svim uzorcima aktivnog mulja u vrlo niskom udjelu od prosječno 0,16 % prisutna je i 
Epsilonproteobacteria. Osim navedena četiri razreda Proteobacteria u najmanje 50 % 
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uzoraka pronađene su i Chlorobia, Actinobacteria, Anaerolineae, Sphingobacteria i 
Flavobacteria. 
o U anaerobno / anoksičnim (A/A) uvjetima tijekom 76 dana udio Betaproteobacteria u 
aktivnom mulju smanjio se s 82,7 % na 44,6 %, dok je udio Gammaproteobacteria 
porastao gotovo devet puta (s 3,99 % na 34,9 %). Udio Alphaproteobacteria i 
Deltaproteobacteria u aktivnom mulju blago je porastao nakon faze prilagodbe. 
o Uzorci aktivnog mulja u anaerobno / aerobnim (A/O) uvjetima tijekom faze prilagodbe 
pokazali su blage promjena u udjelu Betaproteobacteria i Gammaproteobacteria, udio 
Alphaproteobacteria je porastao, a Deltaproteobacteria se smanjio. 
o Udio nitastih  mikroorganizama kao što su Caldilinea, Gordonia, Microthrix, Nostocoida, 
Trichococcus i Zoogloea (Guo i Zhang, 2012) iznosi 1,76 % za defosfataciju s 
denitrifikacijom i 0,681 % za EBPR. To je mogući razlog slabijeg taloženja aktivnog mulja 
u anaerobno/anoksičnim uvjetima. 
Rezultati su pokazali kako se mikrobna zajednica aktivnog mulja mijenja tijekom faze 
prilagodbe, posebice u anaerobno/anoksičnim uvjetima što je dovelo do značajnih promjena u 
mikrobnoj zajednici kao posljedice izloženosti mikroorganizama anoksičnim uvjetima. 
 
2.4. ČIMBENICI PROCESA UKLANJANJA P 
2.4.1. Supstrat 
Rezultati istraživanja primjene različitih izvora ugljika u procesu uklanjanja fosfora pokazali 
su da je vrsta izvora ugljika izuzetno važna za uklanjanje fosfata. Izvrsna učinkovitost 
uklanjanja fosfata je dobivena korištenjem acetata kao izvora ugljika: najveća količina 
oslobođenog fosfata, najveća produkcija PHA i rast PAOs tijekom ciklusa rada. Izvor ugljika 
utječe ne samo na akumulaciju PHA, već i na učinak uklanjanja fosfata i populaciju 
mikroorganizma (Wei i sur., 2014). 
Otpadne vode sadrže različite izvore ugljika što ima značajan utjecaja na postupke uklanjanja 
fosfora (Oehmen i sur., 2007). Acetat uz glukozu predstavlja najzastupljeniju lakohlapivu 
masnu kiselinu u EBPR postrojenjima.  
Ukoliko je koncentracija biorazgradivog organskog supstrata ograničena mogu se dodavati 
supstrati, a izbor ovisi o ekonomičnosti procesa i učinkovitosti uklanjanja fosfora. 
U svrhu tumačenja mehanizma EBPR procesa kao izvor ugljika koriste se hlapive masne 
kiseline poput acetata i propionata (Hesselmann i sur., 2000; Yagci i sur., 2003; Oehmen i sur., 
2005a) i rijetko ostali izvori ugljika.   
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U radovima se sugerira kako korištenje propionata kao izvora ugljika osigurava željenu 
koncentraciju PAOs u aktivnom mulju (Oehmen i sur., 2005b), dok acetat kao izvor ugljika 
osigurava dobru učinkovitost uklanjanja ugljika i visoku proizvodnju polihidroksialanoata 
(PHA) (Hollender i sur., 2002; Pijuan i sur., 2009).  
Kako bi se osigurala selektivna prednost PAOs kao izvor ugljika koristi se propionat (Pijuan i 
sur., 2009) acetat i butirat, kao podjednako dobri izvori ugljika za uklanjanje fosfora (Rustrian 
i sur., 1996). Korištenje etanola kao izvora ugljika dalo je slične rezultate kao korištenje 
propionata, a lošije od rezultata s acetatom (Puig i sur., 2007). 
 
2.4.2. Ioni 
Važno je i biotički kontrolirati cirkulaciju PO43-. Promatran je K+ čija koncentracija oponaša 
PO4
3-, odnosno prati otpuštanje i unošenje ortofosfata. Taloženje K+ s PO43- nije vjerojatno jer 
K+ ima veću tendenciju da ostane otopljen u vodi. Stoga koncentracija K+ mora biti povezana 
mikrobnim staničnim procesima u biofilmu (Saia i sur., 2017).  
Dvije važne točke kontrole cirkulacije fosfata su ioni Ca2+ i Mg2+. Potencijalna kemijska 
kontrola taloženja Ca2+s PO43- uključuje promjene pH, jer se pri višim pH talože (Dodds, 2003). 
Osim Ca2+ uslijed aerobnih uvjeta, a time i povećanja pH PO43- može taložiti i s Mg2+. 
 
2.4.3. Koncentracija mikrobne biomase 
Na učinkovitost uklanjanja fosfora utječe i koncentracija biomase, otpuštanje fosfata raste 
tijekom aktivnog rasta, unošenje fosfora u stanicu započinje kada stanice uđu u stacionarnu fazu 
rasta (Momba i Cloete, 1996). 
Eksperimenti su pokazali da je visoka koncentracija biomase rezultirala unošenjem fosfata 
tijekom cijelog trajanja pokusa, što dovodi do zadovoljavajuće količine uklonjenog fosfora 
(Sidat i sur., 1999). 
Što je više održivih PAOs u mulju, veći je kapacitet  uklanjanje PO43--P. Prilikom procjene 
učinkovitosti cjelokupnog procesa važno je uzeti u obzir temperaturnu ovisnost konstante 
brzine biološke reakcije (Mulkerrins i sur., 2004). 
 
2.4.4. Otopljeni kisik 
Istraživanja su pokazala  potrebu za izbjegavanjem kisika i NOx-N u anaerobnim spremnicima 
jer sprječava korištenje VFA običnim heterotrofima. Uočene su veće koncentracije PAOs u 
rektorima u kojima je proveden proces preddenitrifikacije u odnosu na postrojenja koja rade 
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bez definirane denitrificirajuće faze. U nekim postrojenjima ključno je kemijski ukloniti dio 
fosfora kako bi se izbjegao inhibicijski učinak na EBPR (López-Vázquez i sur., 2008). 
 
2.4.5. Temperatura 
Temperatura ne utječe samo na metabolizam mikrobne populacije, nego i na prijenos plinova i 
karakteristike taloženja krutih bioloških čestica (Crites i Tchobanoglous, 1998). Temperatura 
je ključni faktor koji utječe na proces EBPR (Brdjanovići sur., 1997, 1998; López-Vázquez i 
sur., 2009a, b). Optimalno oslobađanje i akumulacija fosfora u EBPR-u uočena je pri 
temperaturi od 20 °C što je povoljno za dominaciju PAOs među prisutnim mikroorganizmima 
(Wei i sur., 2014). Prema nekim autorima (López-Vázquez i sur., 2008) pri temperaturama 
nižim od 20 °C favoriziran je rast PAOs nad GAOs. 
 
2.4.6. pH 
Prilikom izmjene anaerobnih i aerobnih uvjeta dolazilo je do promjene pH tako je prilikom 
dodavanja mješavine plinova za postizanje anaerobnih uvjeta pH bio oko 6, a u aerobnim 8 što 
može utjecati na različite čimbenike uklanjanja fosfata. Pronađen je pozitivan linearan odnos 
između pH i otopljenog kisika (Saia i sur., 2017). Veće pH vrijednosti povoljne su za 
metabolizam PAOs i štetne za GAOs (Smolders i sur., 1994; Filipe i sur., 2001; Schuler i 
Jenkins, 2002). To znači da dobro provedena denitrifikacija uzrokuje povećanje pH vrijednosti 
što u anaerobnoj fazi povoljno djeluje na Accumulibacter (López-Vázquez i sur., 2008). U 
pojedinim ekperimentima kako bi se što bolje oponašali stvarni uvjeti obrade otpadnih voda u 
velikom mjerilu pH i koncentracija otopljenog kisika nisu održavani konstantnim (Wang i sur., 
2012). 
 
2.4.7. Koncentracija NO2-N i NO3-N 
Na aktivnost PAOs istaknut je inhibicijski učinak NO2-N i u aerobnim i u anoksičnim uvjetima. 
Pri koncentraciji 6-8 mg NO2-N L
-1 potpuno prestaje anoksični unos P (Meinhold i sur., 1999), 
> 12 mg NO2-N L
-1 smanjuje brzinu anoksičnog unosa P do 65 % (Saito i sur., 2004). Suprotno 
tome, Sin i sur. (2008) su istaknuli da nema inhibicijskog učinka na anoksičan unos P u SBR i 
membranskom reaktoru pri koncentraciji do 25 mg NO2-N L
-1, dok su Ahn i sur. (2001) i Hu i 






2.4.8. Koncentracija organskih spojeva 
PAOs imaju tendenciju dominiranja u sustavu pri KPK/P 10-20 mg KPK mg-1 P (Oehmen i 
sur., 2007). Dokazano je da je minimalni omjer KPK/P uz acetat kao izvor ugljika u 
anaerobno/aerobno vođenom sustavu za potpuno uklanjanje P 8,24 g KPK g-1 P (Jiang i sur., 
2015). Također, pokazali su da pri niskom omjeru KPK/P 5 zaliha glikogena se smanji, ali 
preostaje dovoljno za anaerobni VFA unos što sugerira da PAO znatno preferiraju održavanje 
nivoa uskladištenog glikogena negoli dodatno generiranje poliP (Jiang i sur., 2015). 
 
2.5. ISTOVREMENO UKLANJANJE FOSFORA I DUŠIKA – dosadašnje spoznaje 
Procesom denitrificirajuće defosfatacije postiže se istovremeno uklanjanje dušika i fosfora iz 
otpadne vode aktivnošću DPAOs pri čemu se u anoksičnim uvjetima uporabljuju nitrat ili nitrit 
kao akceptori elektrona (Arbabi i sur., 2012).  
U istraživanju uklanjanja N i P za niz postavljenih pokusa postignuto je prosječno uklanjanje 
fosfora od 78 % i dušika od 72 % (Arbabi i sur., 2012). Sličan proces proveden u 
laboratorijskom mjerilu uz početnu koncentraciju 90 mg PO4-P L-1 i 900 mg amonijaka L-1, a 
postignuto je uklanjanje 99,8 % dušika i 97,8 % fosfora, koristeći isključivo izvor ugljika koji 
se nalazio u otpadnoj vode farmi svinja (Obaja i sur., 2005).  
Neka istraživanja su pokazala da anaerobno/anoksična faza u laboratorijskom mjerilu SBR-a 
rezultira uklanjanjem oko 80 % PO4-P, 98 % NH4-N i 97 % KPK tijekom 25 dana vođenja 
procesa. U fazi punjenja reaktora i dekantiranja ukoliko su prevladavali anoksični i anaerobni 
uvjeti uklonjena je velika količina nitrata. Zaključili su da je za učinkovito uklanjanje dušika i 
fosfora neophodna kratka anoksična faza prije anaerobne (Akin i Ugurlu, 2004).  
Za učinkovito biološko uklanjanje dušika i fosfora važan je omjer KPK i ukupne koncentracije 
fosfora (TP). Za Arbabi i sur. (2012) omjer KPK/TP iznosi 40, dok drugi autori navode kao 
potreban omjer KPK/TP 33 (Tchobanoglous i sur., 2004).   
Ukoliko je vrijednost KPK u otpadnoj vodi niska neće se postići zadovoljavajuće uklanjanje 
fosfora zbog kompeticije za elektron donore između PAOs i ostalih heterotrofa  u anaerobnom 
rektoru. Problem bi se mogao riješiti dodavanjem vanjskog izvora ugljika u anaerobni spremnik 
kako bi se osigurala dovoljna količina lako biorazgradive organske tvari za poboljšanje EBPR 
i procesa denitrifikacije (Olsson i sur., 2005). 
U radovima se ističu čimbenici koji imaju učinka na proces uklanjanja N i P, poput limitirana 
raspoloživost NO3-N i NO2-N u anoksičnoj fazi procesa (Kuba i sur., 1993; Smolders i sur., 




Ukoliko tijekom anoksične faze prilikom unosa fosfata u stanicu nema dovoljno NOx-N može 
doći do sekundarnog otpuštanja fosfata. Do ove pojave dolazi razgradnjom polifosfata što 
osigurava ATP za anaerobno održavanje kada koncentracija NOx-N dosegne nulu (Kuba i sur., 
1993; Smolders i sur., 1994; Brdjanović i sur., 1997). 
Većina postrojenja u kojima se istovremeno uklanjaju fosfor i dušik imaju aerobnu fazu prije 
sekundarnog taložnika što rezultira prisutnošću nitrata i nitrita prilikom recikliranja. Zaostali 
nitrati i nitriti vanjskom reciklacijom ulaze u anaerobnu fazu što rezultira neuspješnim 
uklanjanjem fosfora (Henze i sur., 2008). Neuspješno uklanjanje fosfora u ovom slučaju je 
pripisano prisutnošću NOx-N koji pokreću kompeticiju za elektron donore između PAOs i 
ostalih heterotrofnih organizama. Istraživanja su pokazala da prilikom kompeticije ovih 
organizama ostali heterotrofi imaju prednost ukoliko je elektron donor kompleksni spoj ugljika, 
a PAOs prevladava kada je visok udjel lakohlapivih masnih kiselina (Guerrero i sur., 2011). 
Sigurno je da će dio NOx-N završiti u anaerobnoj fazi međutim radi se na otklanjanju tog 
problema, primjerice uvođenjem dodatne anoksično-aerobne zone koja limitira količinu 
recikliranog NOx-N i pospješuje uklanjanje dušika (Guerrero i sur., 2013). Ukoliko je NOx-N 
prisutan u anaerobnim uvjetima ostali heterotrofni organizmi imaju prednost nad PAOs za izvor 
ugljika. U sustavima gdje je koncentracija NOx-N smanjena uklonjeno je više fosfata, dok su u 
ostalim sustavima heterotrofi provodili denitrifikaciju (umjesto EBPR) (Guerrero i sur., 2013). 
 
Hu i sur. (2018) su istražili s neaklimatizirnom biomasom aktivnog mulja učinak izvora ugljika 
(acetat i etanol) i elektron akceptora (otopljeni kisik, nitrat i nitrit) pri aerobnim i anoksičnim 
uvjetima na interakciju denitrifikacije i uklanjanja fosfora. Istaknuli su značajne razlike u 
aktivnosti PAOs i običnih denitrificirajućih heterotrofa (engl. denitrifying „ordinary“ 
heterotrophs) u procesu biološkog uklanjanja nutrijenata. Određene su brzine otpuštanja P od 
1,7, 7,8 i 3,5 mg P g-1 MLVSS-1 h-1 uz kisik, NO3-N i NO2-N, kada je uporabljen acetat kao 
elektron donor. Uz etanol, nije se zbivalo otpuštanje P kada su prisutni i elektron akceptori. 
Rezultati su pokazali da oko 25 mg NO2-N L
-1 inhibira anoksični unos P neovisno o 
koncentraciji vanjskog izvora ugljika. Najveća brzina denitrifikacije postignuta je s acetatom 
(1,4 i 0,8 mg N g-1 MLVSS-1 h-1) u usporedbi s etanolom (1,1 i 0,7 mg N g-1 MLVSS-1 h -1) za 





3. EKSPERIMENTALNI DIO 
3.1. MATERIJALI I METODE 
3.1.1. Sintetski medij – izvor C, N i P 
Fosfat je priređen kao vodena otopina kalijeva dihidrogen fosfata (KH2PO4) i dodan u ciljani 
pokus u odgovarajućoj količini za početnu koncentraciju 20 mg PO4-P L-1. 
Pokusi su vođeni pri različitoj koncentraciji KPK, pri odabranim omjerima C/N 3, 4 i 6, 
ostvareno dodatkom natrijeva acetata, a eksperimentalno je određeno da to odgovara omjeru 
KPK/P 18, 25 i 32. Izvor ugljika - natrijev acetat (NaC2H3O2) dodan je u odgovarajućoj količini 
za odabrani omjer C/P, neposredno pred početak pokusa. Eksperimentalno je određeno da 1 g 
NaC2H3O2 odgovara 0,55 g KPK.  
Sintetska otpadna voda dodavana je u odgovarajućoj količini na početku pokusa, za očekivanu 
početnu koncentraciju 50 mg NH4-N L-1.  
Sintetska otpadna voda priređena je otapanjem soli u vodovodnoj vodi (g L-1): 2 (NH4)2SO4, 1 
KH2PO4, 0,4 FeSO4, 0,5 MgSO4, 0,4 NaCl, 1 MgCO3, 1 CaCO3, te nakon stajanja 24 sata na 
sobnoj temperaturi filtrirana kroz filter papir veličine pora 0,45 µm.  
Sintetskoj otpadnoj vodi dodana je otopina elemenata u tragovima (Smolders i sur., 1994),  u 
količini 0,3 mL L-1, sastava (po L-1): 1,5 g FeCl3·6H2O, 0,15 g H3BO3, 0,03 g CuSO4·5H2O, 
0,18 g KI, 0,12 g MnCl2·4H2O, 0,06 g Na2MoO4·2H2O, 0,12 g ZnSO4·7H2O, 0,15 g 
CoCl2·6H2O i 10 g EDTA. 
 
3.1.2. Dizajn pokusa 
Pokusi u kojima je istraženo uklanjanje N i P provedeni su kao diskontinuirani s muljem iz 
trenutno aktivnog SBR sustava u kojem su namnoženi PAOs, u laboratorijskim SBR reaktorima 
radnog volumena 1 L. Vrijednost DO < 1mg L-1 ostvareno je prozračivanjem miješanje tekućine 
(ML, engl. Mixed liquor) zrakom iz kompresora preko difuzora na dnu SBR. U reaktore su 
postavljene pH i kisikova elektroda kako bi se motrili pH, DO i temperatura tijekom cijelog 
trajanja pokusa. 
U određenim vremenskim intervalima uziman je uzorak, određena količina ML, za analitičko 
određivanje motrenih pokazatelja biološkog procesa – PO4-P, NO2-N, NO3-N, NH4-N, ukupni 
N i KPK. 
Svi eksperimenti su provedeni u 3 ponavljanja, a rezultati predstavljaju srednju vrijednost ± 
standardna devijacija. 
Pokusi su provedeni bez korekcije pH, pri ambijentalnim uvjetima temperature (18-22 oC). 
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3.1.3. Aparatura i pribor 
Aparatura uporabljena u pokusima biološkog uklanjanja hranjivih tvari iz otpadne vode pri DO 
< 1 mg L-1, prikazana je u tablici 1. 
 
Tablica 1. Aparatura uporabljena u pokusima BNR 
 
Kemikalije uporabljene u pokusima BNR prikazane su u tablici 2. 
 
Tablica 2. Kemikalije uporabljene u izvedbi pokusa (sve p.a. čistoće): 
Kemikalija Proizvođač 





1,10-fenantrolinij-klorid monohidrat Kemika 
(NH4)2SO4 Merck 





CaCO3 Kemika  
KH2PO4 Merck 
KCl Alkaloid 
Nesslerov reagens Kemika 
K-Na-C4H4O6· 4H2O GRAM-MOL 
NaC2H3O2 GRAM-MOL 
Aparat Proizvođač 
Spektrofotometar Spectroquant VEGA 400 Merck  
Fotometar  Photometer SQ 200 Merck  
Termo blok Thermoreactor TR 300, Merck; HACH COD reactor 
Kvarcne kivete Merck 
Bioreaktor  
Kompresor HIBLOW HP 40; Hagen Model40 A-10011 
Mjerač protoka zraka   
Kisikova elektroda i mjerni aparat  DurOx, WTW Oxi3210 
pH elektroda i mjerni aparat SenTix41, WTW 330i 
Dispenzer (CeramusClassic)  Hirschman-Laborgeräte 
Titrator - Digitalna birettaSolarus Hirschman-Laborgeräte 
Sterilizator/ Sušionik Instrumentaria ST-05 
Analitička vaga METTLER AJ150 
Svjetlosni mikroskop  Meiji 
Sustav za vakuum filtraciju Sartorius 
Vlagomjer  Kern MLS-D 
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3.2. FIZIKLNO-KEMIJSKE ANALITIČKE METODE 
Za analitičko određivanje fizikalno-kemijskih pokazatelja kakvoće uzorci su uzimani u 
određenim vremenskim intervalima, filtrirani kroz filter papir veličine pora 0,45 μm te su 
analizirani PO4-P, NO2-N, NO3-N, NH4-N, N total i KPK. 
 
3.2.1. Određivanje koncentracije fosfata 
Spektrofotometrijski, pomoću testa Spectroquant 1.14842 (Merck, Njemačka) za područje 
raspona koncentracije od 1-30 mg PO4-P L
-1 određivan je fosfat u obliku ortofosfata (PO43--P). 
Metoda se bazira na reakciji iona ortofosfata s amonijevim vanadatom i amonijevim 
heptamolibdatom pri čemu nastaje žuto obojena molibdovanadat fosforna kiselina. Intenzitet 
obojenja, odnosno koncentracija PO4-P se određuje fotometrijski i izražava u mg PO4-P L-1. 
Postupak: U staklenu kivetu doda se 5 mL filtriranog i po potrebi destiliranom vodom 
razrijeđenog uzorka, 1,2 mL PO4-1 reagensa te se kiveta dobro zatvori i sadržaj promiješa. 
Tijekom reakcijskog vremena od 10 minuta nastaje žuto obojenje, a apsorbancija se određuje 
mjerenjem u fotometru. 
 
3.2.2. Određivanje koncentracije nitrita 
Spektrofotometrijski je određivan nitirit, primjenom Merck Spectroquant 1.14776 seta, a 
metoda se temelji na reakciji nitrita sa sulfanilnom kiselinom uz nastanak diazonijeve soli, koja 
reagira s N-(1-naftil) etilendiamin dihidroklorom i tvori crveno-ljubičastu azo boju. Metoda je 
u rasponu koncentracija od 0,02 do 1,00 mg NO2-N L
-1. Intenzitet obojenja se određuje 
fotometrijski i izražava u mg NO2-N L-1. 
Postupak: U staklenu kivetu otpipetira se 5 mL uzorka (filtriranog i po potrebi razrijeđenog s 
destiliranom vodom) i doda jedna žličica NO2-1 reagensa. Kiveta se zatvori, sadržaj miješa dok 
se ne otopi reagens. Apsorbancija se očitava nakon reakcijskog vremena od 10 min. 
 
3.2.3. Određivanje koncentracije nitrata 
Spektrofotometrijski, primjenom Merck Spectroquant 1.14773 seta za područje koncentracije 
0,5-20 mg NO3-N L
-1 određivan je nitrat. Metoda se temelji na reakciji nitratnih iona u 
sumpornoj kiselini s derivatom benzojeve kiseline pri čemu nastaje crveni nitro spoj čiji 
intenzitet obojenja se određuje fotometrijski.  
Postupak: U staklenu kivetu doda se 1,5 mL uzorka (filtriranog i po potrebi razrijeđenog s 
destiliranom vodom) i 1 žličica NO3-1 reagensa. Kiveta se dobro zatvori i mućka dok se reagens 
ne otopi. Zatim se doda 5 mL koncentrirane sumporne kiseline, kiveta se dobro zatvori i 
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promućka da se otopi reagens (pažljivo jer se oslobađa toplina). Reakcija se odvija 10 minuta 
nakon čega se izmjeri apsorbancija crvenog obojenja. 
 
3.2.4. Određivanje koncentracije amonijaka 
Metodom po Nessleru određuje se koncentracija amonijaka. 
Postupak: U odmjernu tikvicu od 50 mL doda se uzorak poznatog volumena (masene 
koncentracije unutar zadanog opsega mjernog područja, 1-3 mg L-1). Potom se dodaju 2 kapi 
K-Na tartarata i 1 kap Nesslerova reagensa (otopina HgI2 u KI). Tijekom 10 min razvija se žuta 
boja. Izmjeri se apsorbancija. 
 
3.2.5. Određivanje ukupnog dušika 
Spektrofotometrijski je određivan ukupni dušik, pomoću testa Merck Spectrophotoquant 
1.14764, prema Koroleff-ovoj metoda koja se temelji na pretvorbi organskih i anorganskih 
spojeva dušika koji se prevode u nitrat reakcijom s oksidirajućim reagensom u termoreaktoru. 
Nastali nitrati u otopini zakiseljenoj sumpornom i fosfornom kiselinom reagiraju s 2,6-
dimetilfenolom i daju 4-nitro-2,6-dimetilfenol, koji je crveno obojen, čiji se intenzitet obojenja 
određuje fotometrijski. 
Postupak: U praznu kivetu doda se 9 mL destilirane vode i 1 mL filtriranog uzorka, promiješa, 
doda 1 žličica reagensa N-1K i promiješa, 6 kapi reagensa N-2K, pažljivo dobro zatvori, 
promiješa i spaljuje pri 120 oC/1 sat. Nakon spaljivanja sadržaj se hladi na tamnom, nakon 10 
min promućka i dalje hladi na sobnu temperaturu. 
U reakcijsku kivetu otpipetira se 1 mL ohlađenog spaljenog uzorka (bistri dio ili se profiltrira 
u slučaju zamućenja), doda 1 mL reagensa N-3K, zatvori kiveta, dobro promućka i nakon 
reakcijskog vremena od 10 minuta očita vrijednost ukupnog dušika u mg L-1. 
 
3.2.6. Određivanje kemijske potrošnje kisika (KPK) 
KPK vrijednost određivana je titrimetrijski po metodi 5220C (Closed Reflux, Titrimetric 
method), prema Standard Methods (APHA 1995).  
Uzorak se spaljuje u kiseloj sredini, uz oksidacijsko sredstvo kalijev bikromat i uz srebro sulfat 
(Ag2SO4) kao katalizator i živin sulfat (HgSO4) za izbjegavanje interferencije nekih 
anorganskih spojeva, poput klorida. Suvišak kalijeva bikromata titrira se otopinom 







→ 6Fe3+ + 2Cr3+ + 7H2O    [1] 
 
Postupak: U staklenu kivetu doda se 2 mL uzorka, 1,2 mL otopine K2Cr2O7 + HgSO4 i 2,8 mL 
otopine Ag2SO4 + H2SO4, pažljivo zatvori, promiješa, te spaljuje u termoreaktoru pri 150 °C / 
1 h. Ostavlja se u tami dok se ne ohladi na sobnu temperaturu. Titrira se otopinom FAS (0,1 
mol L-1), uz feroin kao indikator, do promjene boje iz plavo/zelene u smeđe/crvenu. Slijepa 
proba se odredi na isti način, a uzorak je destilirana voda. Faktor otopine feroamonijeva sulfata 
se odredi poput slijepe probe, ali se ne digestira.  




          [2] 
gdje je:  
1,2 - volumen (mL) otopine K2Cr2O7 + HgSO4 
Vfas - volumen (mL) FAS otopine utrošene za titraciju 
 





(V1−V2)· c · f · 8000
Vuzorka
       [3] 
gdje je: 
V1 - volumen [mL] FAS utrošen za titraciju slijepe probe 
V2 - volumen [mL] FAS utrošen za titraciju uzorka 
c - koncentracija FAS (0,1 mol L-1) 
f - faktor otopine FAS 
 
3.2.7. Određivanje koncentracije otopljenog kisika 
Koncentracija otopljenog kisika određivana je pomoću kisikove elektrode DurOx i mjerača 
otopljenog kisika WTW Oxi3210. Instrument je prije upotrebe umjeren prema uputama 
proizvođača. Elektroda je tijekom trajanja procesa bila uronjena u bioreaktor te je vrijednost 
koncentracije otopljenog kisika prikazana na zaslonu uređaja, u mg L-1 ili % zasićenja. 
 
3.2.8. Određivanje temperature 
Temperatura je određivana pomoću temperaturnog senzora s kisikove elektrode (WTW 





3.2.9. Određivanje pH vrijednosti 
Vrijednost pH mjerena je pH-metrom WTW 330i i pH elektrodom SenTix41. pH elektroda je 
tijekom pokusa bila uronjena u bioreaktor te je očitavana vrijednost prikazana na zaslonu pH-
metra. Svakodnevno je prije mjerenja pH vrijednosti provođeno umjeravanje elektrode 
uranjanjem u pufer otopinu s pH 4 i 7. Nakon završetka mjerenja elektroda je isprana 
destiliranom vodom te čuvana u zasićenoj otopini kalijeva klorida. 
 
3.3. STATISTIČKA OBRADA PODATAKA 
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti  pojedinačnog parametra, [jednadžba 4]: 
      4 
s pripadajućim standardnim pogreškama 
, 
[jednadžba 5]:    
     5 
N = ukupan broj mjerenja     
xi = pojedinačne vrijednosti mjerenja 
Statistički značajnim smatrane su razlike za koje je stupanj vjerojatnosti  p < 0,05. 
 
 Statistička analiza podataka provedena je koristeći Microsoft Excel 2011 (Redmond, 
Sjedinjenje Američke Države) i StatSoft Statistica 7.0 (Tulsa, Sjedinjene Američke Države). 
Dobiveni podatci su izraženi u obliku srednja vrijednost ± standardna devijacija srednje 
vrijednosti. Višestruka usporedba provedena je ANOVA analizom varijance s određenim 





































4. REZULTATI I RASPRAVA 
Fosfor (P) i dušik (N) su hranjive tvari koje doprinose ubrzavanju procesa eutrofikacije i iz tog 
razloga propisane su stroge vrijednosti P i N u obrađenoj otpadnoj vodi za ispust u okoliš 
(Pravilnik, 2013).  
Rezultati pokusa u kojima je istražen proces uklanjanja N i P u ovisnosti o omjeru C/P i N/P 
pri limitiranoj vrijednosti otopljenog kisika (DO < 1 mg L-1) za početnu koncentraciju 20 mg 
PO4-P L
-1 uz natrijev acetat kao izvor ugljika prikazani su slikama 5-15. 
U ovom istraživanju: 
o izvor ugljika, natrijev acetat, je dodan za odabrani omjer C/N 3, 4 i 6  što eksperimentalno 
određeno odgovara omjeru KPK/P 18, 25 i 32 odnosno omjeru KPK/N 5, 7 i 11, kako bi 
se istražio učinak raspoložive količine organskih sastojaka na uklanjanje N i P, kroz 
biološke procese denitrifikacije i unosa P u stanice.  
U literaturi je istaknuto da PAOs imaju tendenciju dominiranja u sustavu pri KPK/P 10-20 
mg KPK mg-1 P (Oehmen i sur., 2007). Dokazano je da je minimalni omjer KPK/P uz acetat 
kao izvor ugljika u anaerobno/aerobno vođenom sustavu za potpuno uklanjanje P 8,24 g 
KPK g-1 P (Jiang i sur., 2015). Osim toga utvrđeno je da pri omjeru KPK/P većem od 50 
mg KPK mg-1 P povećan rast nepoželjnih GAOs (Mino i sur., 1998). Također, istaknuto je 
da pri niskom omjeru KPK/P 5 zaliha glikogena se smanji, ali preostaje dovoljno za 
anaerobni VFA unos što sugerira da PAOs znatno preferiraju održavanje nivoa 
uskladištenog glikogena negoli dodatno generiranje poliP (Jiang i sur., 2015). 
o proces uklanjanja P i N je vođen pri koncentraciji otopljenog kisika DO < 1 mg L-1. DO < 
1 mg L-1 je uvjet povoljan za provođenje istovremene nitrifikacije i denitirifikacije, ali i 
aktivnost PAOs (Kuba, 1993; Hu i sur., 2002; Zhou i sur., 2010). 
o pokusi su provedeni pri odabranom omjeru NNH4-N/P 2,5, što tijekom mikrobnog procesa 
pri DO < 1 mg L-1 može rezultirati uklanjanjem N pa time i manjom koncentracijom 
raspoloživih NO2-N i NO3-N, budući DO < 1 mg L-1 je povoljan DO za proces istovremene 
nitrifikacije i denitrifikacije.  
o U literaturi je istaknuto da je za aktivnost PAOs potrebno osigurati elektron akceptore, kao 
i da DPAOs mogu kao elektron akceptore koristiti kisik, NO2-N i NO3-N (Kuba, 1993; Hu 
i sur., 2002; Zhou i sur., 2010). 
Istaknut je i inhibicijski učinak NO2-N na aktivnost PAOs i u aerobnim i u anoksičnim 
uvjetima. Pri koncentraciji 6-8 mg NO2-N L
-1 potpuno prestaje anoksični unos P (Meinhold 
i sur., 1999), pri > 12 mg NO2-N L
-1 smanjuje se brzina anoksičnog unosa P do 65 % (Saito 
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i sur., 2004). Suprotno tome, Sin i sur. (2008) su istaknuli da nema inhibicijskog učinka na 
anoksičan unos P u SBR i membranskom reaktoru pri koncentraciji do 25 mg NO2-N L-1, 
dok su Ahn i sur. (2001) i Hu i sur. (2003) istaknuli da nema inhibicijskog učinka pri 
koncentraciji 40 odnosno 35 mg NO2-N L
-1.  
U sustavu biološkog uklanjanja nutrijenata aktivnim muljem PAOs mogu koristiti nitrat 
kao elektron akceptor umjesto kisika, ali rast PAOs u anoksičnim uvjetima je za 70 % manji 
u odnosu na aerobne uvjete. Značajan čimbenik pojavljivanja DPAOs i anoksičnog unosa 
P je opterećenje s nitratom koje treba biti dovoljno veliko odnosno premašiti 
denitrifikacijski potencijal potencijalnih uobičajenih heterotrofnih organizama (OHO, 
engl. Ordinary Heterotrophic Organisms) odnosno ne-PAOs organizama kako bi i DPAOs 
u suvišku prisutnog NO3-N imali priliku razviti se u sustavu (Hu i sur., 2002). No, 
uklanjanje P uz nitrit moguće je provoditi s vrijednostima koncentracije nitrita puno većim 
od onih koje su inhibicijskog učinka za aerobni P unos (Ahn i sur., 2001).  
U radu Saito i sur. (2004) istaknuto je da NO2-N do koncentracije 12 mg N L
-1 kao početne 
koncentracije NO2-N nema učinka na proces denitrifikacije odnosno nema negativan 
učinak na enzimski sustav procesa denitrifikacije nego samo na enzimski sustav povezan s 
P unosom i potencijalno formiranjem poliP.   
Aerobni unos P je osjetljiviji od anoksičnog na NO2-N, tako da 2 mg NO2-N L-1 uzrokuje 
inhibiciju aerobnog P unosa (2,4 mg P mg-1 VSS h-1), dok 6 mg NO2-N L
-1 rezultira 
potpunom inhibicijom P unosa (0,6 mg P mg-1 VSS h-1), dok je bez prisustva NO2-N 
maksimalni unos P iznosio 24 mg P mg-1 VSS h-1 (Saito i sur., 2004).  
o Proces je vođen bez kontrole pH, a poznato je da pri pH > 8,0 dolazi do taloženja PO4-P 
(Ya-yi i sur., 2007; Vargas i sur., 2009) te pri tumačenju rezultata aktivnosti PAOs treba 
biti oprezan  
o procesi su provedeni u ambijentanim uvjetima temperature (18-22 oC) 
U literaturi je istaknuto da PAOs preferiraju niže temperature (5 °C) i dokazana je bolja 
učinkovitost uklanjanja P, a pokazalo se da GAOs nadvladava PAOs pri  > 20 °C (Oehmen 
i sur., 2005a; Gebremariam i sur., 2011).  
 
Mikrobna aktivnost u procesu denitrifikacije i unosa P u PAOs prikazana je promjenama 
koncentracije ukupnog dušika, NH4-N, NO2-N, NO3-N, PO4-P, KPK, te DO i pH za odabrane 
omjere C/N 3, 4 i 6 (Slike 5-15). Pokusi su provedeni uz raspoloživi otopljeni kisik, DO < 1 mg 
L-1, uz izvor ugljika natrijev acetat dodan za odabrane omjere C/N 3, 4 i 6, što je 









Slika 5. Usporedne promjene KPK u procesu biološkog uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L-1, pri 
C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1. 
U pokusu pri omjeru C/N 3, 4 i 6, a koji eksperimentalno određeno odgovara omjeru KPK/P 
18, 25 i 32 (Slika 5), pri DO < 1 mg L-1 tijekom procesa zbiva se uklanjanje organskih sastojaka, 
KPK ostvarenih dodatkom natrijeva acetat za ciljani pokus, ustaljenom brzinom. Postignuto je 







Slika 6. Usporedne promjene NH4-N u procesu biološkog uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L-1, 
pri C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1. 
U pokusima je na početku dodano 50 mg NH4-N L-1 i tijekom procesa NH4-N je potpuno 
oksidiran. Određena je brzina oksidacije NH4-N od  21,7 mg NH4-N L-1 h-1 pri C/N 3, 22,2 mg 
NH4-N L
-1 h-1 pri C/N 4 i 18,6 mg NH4-N L
-1 h-1 pri C/N 6. Smanjenje brzine oksidacije NH4-
N pri C/N 6 odnosno KPK/P 32 može se pripisati natjecanju za otopljeni kisik između 









Slika 7. Usporedne promjene NO3-N u procesu biološkog uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L-1, 
pri C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1. 
Promjene koncentracije NO3-N u procesu uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L
-1 i različitim 
početnim koncentracijama organskih sastojaka, rezultat su raspoložive koncentracije KPK i 









Slika 8. Usporedne promjene NO2-N u procesu biološkog uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L-1, 
pri C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1. 
Raspoloživa količina DO (DO < 1 mg L-1) kao i raspoloživa količina KPK se odražava i na 
količinu NO2-N nastalu u ciljanom procesu pri C/N 3, 4 i 6 (Slika 8). Povećanjem količine 









Slika 9. Usporedne promjene ukupnog N u procesu biološkog uklanjanja P i N pri DO < 1 mg 
L-1, pri C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1. 
Procesni čimbenici, DO < 1 mg L-1, pH u procesu, raspoloživi KPK (natrijev acetat dodan za 
odabrane omjere C/N 3, 4 i 6) imaju znatan učinak na uklanjanje N, što je pri odabrani uvjetima 
rezultiralo smanjenjem količine ukupnog N, odnosno provođenjem procesa istovremene 
nitrifikacije i denitrifikacije (Slika 9). Uklonjeno je 33 %, 42 % odnosno 82 % ukupnog dušika 








Slika 10. Usporedne promjene DO u procesu biološkog uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L-1, pri 
C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1. 
Profil DO je tipičan za biološki proces u kojem se provodi u heterotrofnim uvjetima i oksidacija 
NH4-N (Slika 10). Tijekom prvih 2,5 sata procesa uporabljuje se raspoloživi DO za oksidaciju 





Nakon iscrpljivanja organskih sastojaka (KPK) i oksidacije NH4-N mikrobnim vrstama je 
potrebna manja količina DO te se koncentracija raspoloživog DO povećava, a upotrebljava se 







Slika 11. Usporedne promjene pH u procesu biološkog uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L-1, pri 
C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1. 
Profili pH daju krivulje uobičajene za mikrobne reakcije koje su se zbivale u ciljanim pokusima 
uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L-1 (Slika 11). Prvo se pH povećava uslijed oksidacije organskih 








Slika 12. Usporedne promjene PO4-P u procesu biološkog uklanjanja P i N pri DO < 1 mg L-1, 






Promjene koncentracije PO4-P u procesu pri DO < 1 mg L
-1, uz raspoložive elektron donore i 
kisik, i NO2-N i NO3-N, su zapažene tijekom prvih pola do sat vremena procesa, kada je 
ostvareno uklanjanje P od 54 %, 61 % i 42 % pri C/N 3, 4 i 6 (Slika 12). Brzina unosa P je 
iznosila 3,1 mg PO4-P L
-1 h-1 pri C/N 3, 3,4 mg PO4-P L
-1 h-1 pri C/N 4 i 2,4 mg PO4-P L
-1 h-1 
pri C/N 6. 
Učinkovitost uklanjanja KPK, ukupnog N, NH4-N i PO4-P u ovisnosti o omjeru KPK/P, pri DO 










Slika 13. Učinkovitost uklanjanja KPK, ukupnog N, NH4-N i PO4-P u ovisnosti o KPK/P, pri 
DO < 1 mg L-1, pri C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1. 
 
Rezultati procesa uklanjanja N i P pri DO < 1 mg L-1 su odraz mikrobnih reakcija nitrifikacije, 
denitrifikacije i uklanjanja P, praćeno smanjenjem koncentracije organskih sastojaka (KPK) 
kao i provođenjem procesa istovremene nitrifikacije i denitrifikacije (Slike 5-13). 
 
DO < 1 mg L-1 tijekom prvih 2,5 sata procesa se može pripisati aktivnosti heterotrofnih vrsta, 
nitrifikanata kao i PAOs vrsta, a rezultira provođenjem istovremenog uklanjanja C, N i P. Pri 
svim odabranim omjerima C/P zbiva se uklanjanje ukupnog N, a najviše je izraženo pri najvećoj 
početnoj koncentraciji organskih sastojaka kad smanjenje ukupnog N iznosi 82 % (Slike 5-13). 
 
Najveća brzina oksidacije NH4-N (Slika 14) postignuta je pri omjeru KPK/P 25 (C/N 4), dok je 
povećanje koncentracije izvora ugljika (C/N 6) imalo dodatni kompetitivni učinak za kisik 
između heterotrofa i autotrofa pa je i brzina oksidacije NH4-N nešto manja daljnjim povećanjem 
početne KPK vrijednosti, u odnosu na vrijednosti pri C/N 4. Za sve istražene omjere KPK/P 
postignuta je gotovo potpuna oksidacija NH4-N (Slika 6). Ostvarena je brzina oksidacije NH4-
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N od 21,7 mg NH4-N L
-1 h-1 pri C/N 3, 22,2 mg NH4-N L
-1 h-1 pri C/N 4 i 18,6 mg NH4-N L
-1 








Slika 14. Brzina oksidacije NH4-N u ovisnosti o omjeru  KPK/P, pri DO < 1 mg L
-1, pri C/N 3, 
4 i 6 što odgovara omjeru KPK/P 18, 25 i 32, za početnih 20 mg PO4-P L-1 
 
Uklanjanje P se intenzivno provodilo od početka pokusa tijekom pola sata do sat vremena, za 
sve istražene omjere KPK/P (Slika 12), što je pratilo istovremeno uklanjanje KPK ustaljenom 
brzinom i nakon uklanjanja P, do potpunog uklanjanja KPK (Slika 5).  
Raspoložive vrijednosti NO2-N (Slika 8) i NO3-N (Slika 7) u tom periodu procesa su se također 
reflektirale na uklanjanje P (Slika 12). 
Carvalho i sur. (2007) su opazili razlike u anoksičnom unosu P i postavili hipotezu o različitim 
Accumulibacter razredima s različitim metaboličkim sposobnostima. 
He i sur., (2007) i Flowers i sur. (2009) su potvrdili da je «Candidatus accumulibacter 
phosphatis», dominantna bakterija u EBPR sustavu, prisutna u dva tipa s različitim 
sposobnostima denitrifikacije: (i) IA sposobne reducirati nitrat i unositi P u stanice, i (ii) IIA 
koje su sposobne reducirati nitrit i provoditi unos P (ne mogu reducirati NO3-N jer  nemaju 
gene za redukciju nitrata). 
O drugim brojnim čimbenicima koji utječu na proces denitrificirajuće defosfatacije, poput vrsta 
i koncentracija izvora C, koncentracija NO2-N i NO3-N, pH-vrijednost, DO, koncentracija 
GAOs, vrste PAOs i drugo pisali su brojni autori (Hu i sur., 2002; Ya-yi i sur., 2007; Freitas i 
sur., 2009; Frison i sur., 2013; Pan i sur., 2013; Tayà i sur., 2013; Liu i sur., 2014; Wang i sur., 
2015; Jena i sur., 2016; Li i sur., 2017). 
 
Učinak povećanja koncentracije KPK ostvareno dodatkom natrijeva acetata pri odabranim 
omjerima C/N 3, 4 i 6 najviše je vidljiv u povećanju učinka SND s povećanjem omjera KPK/P, 
a u pokusu pri KPK/P 32 sav NH4-N je oksidiran, a rezultat je svega 4 mg NO3-N L
-1  (Slika 7) 
i pri tome je postignuto uklanjanje 82 % ukupnog dušika. 
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Rezultati (Slike 5-13) su u suglasju s literaturom u kojoj se ističe da je za učinkovito biološko 
uklanjanje dušika i fosfora potreban omjer KPK/TP 33 (Tchobanoglous i sur., 2004), za razliku 
od Arbabi i sur. (2012) koji navode da je potreban omjer KPK/TP 40. 
 
U svim pokusima (Slike 6-9) po učinjenoj bilanci dušika, nedostaje N. Takva aktivnost se može 
pripisati aktivnosti NI/DNI vrsta i PAOs. 
Rezultati u ovim pokusima (Slike 5-13) u suglasju su s navodima u literaturi u kojoj se ističe 
da su povoljni uvjeti za provođenje SND vrijednosti DO < 1 mg L-1, pri čemu se u unutrašnjosti 
flokule u tim anoksičnim uvjetima zbivala denitrifikacija, a u vanjskom sloju flokule 
nitrifikacija (Liu i sur., 2010). 
Denitrifikacija je rezultirala povećanjem koncentracije NO2-N posebice u pokusima s nižim 
omjerom KPK/P, a povezano sa pH vrijednosti u procesu (Slike 5 i 6). 
 
S povećanjem omjera KPK/P povećava se učinak uklanjanja ukupnog N i iznosi 33 %, 42 %, 
odnosno 82 %  za omjere KPK/P 18, 25 i 32. Također, za sve odabrane omjere KPK/P 
postignuto je uklanjanje KPK s vrijednosti na kraju procesa za ispust u okoliš, kao i potpuna 
oksidacija NH4-N.  
No, s povećanjem koncentracije organskih sastojaka do KPK/P 25 povećava se uklanjanje P s 
54 % pri KPK/P 18 na 61 % P uklonjenog pri KPK/P 25,  ali daljnjim povećanjem početne 
koncentracije C za istraženih KPK/P 32 smanjuje se učinak uklanjanja P i iznosi 42 % P 
uklonjenog (Slike 5, 12 i 13). 
 
Mehanizam unosa P u aerobnim i u anoksičnim uvjetima može se pripisati vrstama DPAOs, uz 
kisik, NO2-N i NO3-N kao akceptore elektrona. 
Također, kako su pokusi vođeni pri DO < 1 mg L-1 oksidacija NH4-N nije rezultirala 
ekvivalentnom količinom nakupljenog NOx-N (NO2-N + NO3-N), Slike 6-9 i 13, nego se zbivao 
proces istovremene nitrifikacije i denitrifikacije najviše izražen pri omjeru KPK/P 32 i u tom 
pokusu gubitak N odnosno učinak SND iznosi 82 % (Slika 9).  
DO (Slika 10) je, poput pH (Slika 11), neizravni pokazatelj zbivanja u mikrobnom procesu, a 






pH ima znatan učinak na anaerobni metabolizam PAOs i GAOs, na kompeticiju između PAOs 
i GAOs, tako da više vrijednosti pH daju metaboličke prednosti PAOs nad GAOs, odnosno 
PAOs mogu poboljšati uklanjanje fosfora u EBPR sustavima zbog obogaćivanja mulja s fosfat 
akumulirajućim vrstama. Povoljna pH-vrijednost za aktivnost PAOs je u rasponu pH 7,5-8,5, a 
granična (kritična) vrijednost je pH 7,25, jer pri pH > 7,25 dominiraju PAOs, odnosno pri pH 
< 7,25 dominiraju GAOs pa se sugerira kontrola pH kao čimbenik kojim se manipulira 
neprisutnost GAOs u SBR sustavima (Filipe i sur., 2001). U ovim pokusima (Slika 11) pH nije 
bila ispod pH 7,25. 
U literaturi (Ya-yi i sur., 2007; Vargas i sur., 2009) se navodi da pri pH > 8 dolazi do reakcije 
kemijskog taloženja PO4-P, te treba biti oprezan u tumačenju rezultata uklanjanja PO4-P koji bi 
se mogli pripisati aktivnosti mikroorganizama ili procesu taloženja. U diplomskom radu pokusi 
su vođeni bez kontrole pH vrijednosti. Vrijednosti pH > 8,0 su zabilježene rano u procesu pri 
svim istraženim C/N omjerima (Slika 11). Ipak, postignuto uklanjanje P se može pripisati PAOs 
vrstama jer je i nakon perioda intenzivnog uklanjanja P i dalje PO4-P prisutan u preostaloj 
količini te se uklanjanje P ne može povezati s reakcijom taloženja.  
U literaturi je istaknuto da je povoljni pH za anaerobno otpuštanje P oko pH 7,0, odnosno za 
anoksični unos P oko pH 8,0 (Zhang i sur., 2010).  
Profili pH u svim pokusima (Slika 11) su odraz aktivnosti mikrobnih vrsta u ciljanom procesu, 
i to aktivnosti PAOs, nitrifikanata i denitrifikanata i OHO. Postiže se povećanje pH za sve 
odabrane početne omjere KPK/P povezano s razgradnjom – uklanjanjem KPK i aktivnosti 
PAOs, do vrijednosti pH oko 8,4. Nakon iscrpljivanja KPK i znatno manje aktivnosti PAOs 
daljnjim provođenjem procesa zbiva se sniženje pH koje je izraženije što je manji omjer KPK/P 
(Slika 11). 
 
U literaturi se navodi da je i temperatura uz pH-vrijednost vodenog okoliša limitirajući 
čimbenik aktivnosti PAOs vrsta. Istaknuto je (Whang i Park, 2002; Panswad i sur., 2003) da je 
temperatura 17-22 oC povoljna za aktivnost PAOs, i da pri tim uvjetima temperature prevlada 
biomasa PAOs nad GAOs, budući GAOs odgovara viša temperatura.  
Svi pokusi u kojima je istraživano uklanjanje N i P pri DO < 1 mg L-1 su provedeni u 
ambijentalnim uvjetima temperature, pri 18-22 oC (Slika 15), što nije imalo negativnog učinka 
na PAOs niti na nitrifikante i denitrifikante i u literaturi je istaknuto da je povoljna temperatura 












Slika 15. Usporedne promjene temperature vodenog medija u procesu biološkog uklanjanja P i 
N pri DO < 1 mg L-1, pri C/N 3, 4 i 6, za početnih 20 mg PO4-P L-1 
 
U pokusima pri svim odabranim omjerima KPK/P (Slike 5-13) zbivala se potpuna oksidacija 
NH4-N koja nije rezultirala nakupljanjem NO3-N i NO2-N u ekvivalentnoj (stehiometrijskoj) 
količini. Po bilanci N, nedostaje N cca 33-82 % (Slika 9), ovisno o početnom omjeru KPK/P 
(Slike 5, 12 i 13). Povećanje koncentracije raspoloživog ugljika (KPK) što prati povećanje 
omjera KPK/P, ima učinak na povećanje učinkovitosti procesa uklanjanja N, dok je učinak na 
unos PO4-P povezan s raspoloživom količinom elektron akceptora. Organski sastojci (KPK) su 
u svim pokusima uklonjeni do vrijednosti dopuštenih za ispust u okoliš (Pravilnik, 2013). 
 
Biološko uklanjanje nutrijenata smatra se ekonomski isplativim i održivim načinom uklanjanja 
N i P iz otpadne vode (Tchobanoglous i sur., 2004). 
U karakteriziranju udjela DPAOs (frakcije PAOs) u sustavu BNR, prema Wachtmeister i sur. 
(1997) rezultat aerobnog/anoksičnog P unosa provođenjem „batch“ testa pokazuje da je 
specifična brzina aerobnog P unosa u anaerobno/aerobnom SBR sustavu (A/O SBR) oko 70 mg 
P g-1 VSS h-1, dok je specifična brzina anoksičnog unosa P oko 10 mg P g-1 VSS h-1 što čini 
oko 15 % aerobnog P unosa. Anoksični unos P i aerobni unos P dobiven u dva paralelna „batch“ 
pokusa pri aerobnim i anoksičnim uvjetima može dati procjenu relativnog udjela DPAOs 







Temeljem rezultata prikazanih u ovom radu mogu se donijeti zaključci: 
 
1. pri nižoj koncentraciji otopljenog kisika, DO < 1 mg L-1, postiže se istovremeno 
uklanjanje C, N i P, provođenjem procesa istovremene nitrifikacije i denitrifikacije i 
aktivnosti PAOs 
2. učinkovitost procesa SND se povećava s povećanjem omjera KPK/P odnosno KPK/N i 
pri omjeru KPK/P 32 koji odgovara omjeru KPK/N 11 učinak SND je 82 % 
3. za istražene omjere KPK/P 18, 25 i 32 postignuto je uklanjanje PO4-P od 54 %, 61 % i 
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